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Classification criteria

Properties
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FAMILIA SUBFAMILIA GENERO EJEMPLOS
Retroviridae | Orthoretrovirinae | Alpharetrovirus | Virus del sarcomay leucemia de aves (AVL)*
Betaretrovirus Virus de tumor mamario de ratén (MMTV)*
Gammaretrovirus | Virus relacionado con leucemia de ratén (Mo-MLV)*
Deltaretrovirus Virus linfotréopico humano de células T (HTLV-1, HTLV-2)*
Virus linfotrépico bovino ( BLV)*
Lentivirus Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1, HIV-2)*
Virus de la inmunodeficiencia Simia (SIV)*
Epsilonretrovirus Wally dermal sarcoma virus
Spumaretrovirinae | Spumavirus Espumavirus Humano (HFV)*

Clasificacion de acuerdo a morfologia:

Tipo A: Particulas intracisternales, esféricas de
60-90 nm en diametro con lumen central,
consideradas como formas virales inmaduras no

patdégenas (A)

Tipo B. Virién acéntrico, en forma de anillo,(B)

Tipo C: Particulas de 90-110 nm de diametro,
nucleocapside central. C

Tipo D: Similares a las B con espiculas mas




ESTRUCTURA DE LOS RETROVIRUS

TM (transmembrane)

PR (protease)

MA (matrix)

MNC (nucleocapsid)

CA {capsid)

SU (surface)

e\/irus esférico envuelto
Lipid bilayer eDiametro: 90 — 130 nm

ePequenas proyecciones en su superficie
IN (integrase) _ o
eNucleocapside esferica 0 en cono

(+) strand mRNA truncado

2% de acido nucleico.(2 ARN (+) y 1
bl i ARNE (trp, pro,lys). Su tamafio varia entre
8 a 11 kb.

Sigla | Proteina Funcion

MA Matriz Proteina de la matriz (gen gag)

CA Capside Proteinas de la capside (gen gag); protege al core.

NC Nucleocapside Proteina de la capside (gen gag); protege al genoma, forma parte del core.

PR Proteasa Esencial para el clivaje de la proteina Gag durante la maduracién

RT Transcriptasa Reversa Retrotranscripcion del RNA gendmico, también tiene actividad RNAsaH

IN Integrasa Codificada por el gen pol, es necesaria para la integracién del provirus

Su Glicoproteinas de Proteinas externas de la envoltura; Antigeno viral muy importante. Interviene en la union al
superficie receptor.

™ Proteina Glicoproteinas internas de la envoltura madura

transmembrana




Caracteristicas del genoma de los retrovirus:

1. Sugenoma diploide es Unico entre todos los virus (posibilidad de recombinacion)

2. Son los unicos virus ARN cuyo genoma es producido por la maquinaria
transcripcional celular(sin la participacion de una polimerasa codificada por el propio
virus)

3. Son los Unicos virus cuyo genoma requiere de un RNA celular especifico (tARN)
para replicar.

4. Son los Unicos virus ARN + cuyo genoma no sirve directamente como ARNm
inmediatamente después de la infeccion.,




VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA

Familia Retroviridae
Subfamilia Orthoretrovirinae

Género Lentivirus
P10 (PR) Tipos: VIH-1y VIH-2

p24 (CA)

v Virus esférico envuelto (90-130 nm)
ARN p17 (MA)
v Genoma: 2 hebras simples de ARN +

\/ 4 . =
o7 (NC) Proteinas de Superficie

p66,p51 (RT)

gp120-gp41 // gp105-gp36

v Polimerasas unidas al ARN

p32 (IN) envoltura

p65/51; p31 // p68 — p34

v Proteinas del Core

gp 41 (TM)

p17 -p24 // p16 - p26



Organizacién genémica del HIV-1
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CICLO DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA
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HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIH

Plasma virsemia (copies per mL plasma)

Cell numberftitre
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Terapia antirretroviral (TARV)

La finalidad del Tratamiento Antiretroviral (TARV) es reducir al maximo y durante el mayor tiempo la replicacion
viral.El otro objetivo es preservar o restaurar el sistema inmune de la persona infectada.

Su aplicacién, de acuerdo a las buenas practicas clinicas ha disminuido la morbimortalidad y ha logrado
una sustancial mejoria en la calidad de vida y afos de sobrevida de los pacientes.
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Diversidad Genética del VIH

TIPO GRUPO SUBTIPO RECOMBINANTES

(
M (mayor) A,B,C,D,"E",F A/E, B/F, A/G

G,H,"I",J.K,.L A/G/H/K
HIV-1 O (outlier) /GIRIK/U

N (ho M, no O)

F)

\

HIV-2 A.B,C.,D,E,F



FACTORES DE VARIABILIDAD GENETICA DEL VIH

HIV Life Cycle / o
: J,"f Host cell H'?;
| Gt - Y
Viral DNA Mitiire
integrates into . o i '
host genome /v e, g
| Viral DNA is _—
A 5 e transcribed by P
host cell e

Elndlng and RT transcribes RNA \
fusion of HIV to DNA, passing from
to host cell strand to strand =
; Viral RNA and
proteins are assembled
and bud from the host cell

Taylor et al, N Engl J Med 2008;358:1590-602.




FACTORES DE VARIABILIDAD GENETICA DEL VIH

X and ¥ RNA is reverse-
transcribed into mosaic DNA
as RT passes from strand
P to strand

Host cell

Viral DNA segments
from X and Y integrate
into host genome

 Xand Y RNA
strands are packaged
into same virion

. XY mosaic DNA

integrates into
host genome

XY mosaic DNA is
transcribed to RNA and proteins;
XY RNA and proteins are
assembled and bud to form

recombinant virus

URF : formas recombinantes Unicas




ESTRUCTURA GENOMICA DE LAS
FORMAS RECOMBINANTES
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Distribucién Geografica del VIH




EPIDEMIA DE VIH / SIDA EN URUGUAY

Subtipo B
26%

D’

83 \

reconibinante
BF

recombinante
BF

69% (total)

Subtipo C

5%
Ruchansky,D, et al. 14th International Hiv Dynamics & Evolution, Segovia, April 2007, #42
Ruchansky D et al. 2009 AIDS Res Hum Retroviruses 25, 351-6.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Estudio de respuesta inmune humoral: IgM, IgA, Igh

‘Test de Tamizaje :
- Enzimo inmuno andlisis (EIA)
» Test rdpidos

» Aglutinacion de particulas

‘Test Confirmatorios

‘Western Blot (WB)
» Ensayo en Linea (LIA)

Deteccion directa de presencia viral
‘Estudio de Proteinas virales (Ag p24)

‘Estudio de Acidos nucleicos: ADN proviral
ARN viral



Estudio de respuesta inmune humoral: IgM, IgA, IgG

Los test seroldgicos se basan en la interaccion Antigeno - Anticuerpo.

*Test de Tamizaje
Son altamente sensibles para poder detectar los Ac en la muestra.
Detectan anticuerpos para HIV-1y HIV-2 (sin lograr discriminar)
‘Detectan anticuerpos contra grupo My O

*Antigenos: Lisado total de virus, Proteinas recombinantes, Peptidos
sintéticos

‘Test Confirmatorios

-Son altamente especificos para confirmar con certeza la presencia de Ac.
Especificos contra HIV.

‘Pueden discriminar infeccion por HIV-1 o por HIV-2



I AN NN

Proteinas

EIA 4‘ GENERACION recombinantes *

Peptidos sinteticos
Sustrato Ac paciente )c
h Ag viral

Ac conjugado )ﬂ‘\

Muy buena especificidad

eDetecta bajos titulos de
Anticuerpos (seroconversion)

eBuena sensibilidad para Ac.
anti HIV-2 y Ac. antigrupo My
O de HIV-1,

eDetecta IgG e IgM
eDetecta Ag virales
HIV-1 (grupo My O)
Soporte Solido ) HIV-2




TEST RAPIDOS

Conjugate release pad Absorbent pad
Conjugate pads Cellulose absorbent
Accuwik® membrane papers

Analytical membrane
Predator™ membrane

sample application
pad

Test line Contral line

Backing

®

Positive

©

Negative

— e — — S — | — —




TEST CONFIRMATORIOS

Western Blot

1 2 A i’ C

gp 160 —
gp 120 —

i
p55 —=
gp41 — 8

Criterios:

WB Positivo: p24,gp41,gp120/160
(p24 con al menos otra)

WB Negativo: Ausencia total de
Bandas

LIA

ID
muestra

gp120
gp 41
p31
p24
P17
gp105
gp36

WB mejorado

Sus0
Canitngl ~——

HI V-2




Algoritmo para el diagnostico seroldgico de
la infeccién por VIH

No Reactivo
informar Técnicas de Tamizaje Laboratorio Periférico
Reactivo Banco de Sangre
No Reactivo 2 Técnicas de Tamizaje Laboratorio de Referencia
_(-/ -) Distinta Configuracion antigénica
informar
Reactivo Discordante
(+/+) (+/-)
WESTERN BLOT
| |
INFORMAR Positivo * Indeterminado Negativo

Repetir serologia
en 30 dias




Aplicacion de Técnicas de Biologia Molecular
en la Infeccién por HIV

Deteccién cualitativa de Acido Nucleico (ADN proviral o ARN viral)
* Diagndstico en nifios nacidos de madres seropositivas
* Serologia indeterminada
* Hipoglobulinemia

Deteccidén cuantitativa de Acido Nucleico (ARN viral)
Carga Viral ( n° copias de ARN v/ml) en pacientes infectados
* Inicio de tratamiento

* Evaluacion de tratamiento

* Cambios de tratamiento

Estudios de variabilidad genética del VIH
* Caracterizacion molecular de tipos (VIH1-VIH2), subtipos y recombinantes

Estudio resistencia a drogas antiretrovirales



Aplicacion de Técnicas de Biologia Molecular
en la Infeccién por VIH

v CD4 Receptor
%4 HIV Proviral DNA

ADN proviral
PCR (cualitativa)

Carga Viral

(cuantitativa)
ARN viral

Test de Resistencia




Dinamica de los Ac. Anti-HIV (Ig6) en nifios nacidos
de madres VIH +

(D.0. vs edad en meses)

aflo

2,5

0,5

serorrevertido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12-18

FDAD ENMESES



48 hs — 2 semanas
de vida

1 -2 meses de vida

>5 meses de vida

Seguimiento en el laboratorio del nifio
nacido de madre VIH +

PCR, Elisa, Western Blot

PCR - PCR+-
‘PCR
PCR *Carga Viral
*Poblacién
Linfocitaria
PCR - PCR + PCR + PCR -
PCR PCR
PCR Carga Viral Carga Viral PCR
Poblacién Poblacién
Linfocitaria Linfocitaria
PCR - PCR -
PCR + PCR -
PCR - PCR + PCR =+
Infeccién poco  nueva PCR infectado nueva PCR

probable



Seguimiento en el laboratorio del nifio
nacido de madre VIH «+

‘Diagnostico de no infecciéon: 3 PCR -

2 muestras negativas en dos momentos distintos en ninos >1 mes de
vida, mas 1 muestra negativa en > 4 meses de vida

‘Diagnostico de infeccién: 3 PCR +

3 muestras positivas en dos momentos distintos y al menos una de
ellas en ninos > 4 meses

‘Diagnostico de serorreversion:

2 0 mas muestras con ELISA y Western Blot negativos entre los 6 y
18 meses de edad y dosificacion de inmunoglobulinas normales

En todos los casos seguir con ELISA hasta 18 meses de edad



El LABORATORIO de VIROLOGIA
EN LA INFECCION POR VIH EN PEDIATRIA

Diagnostico de la Infeccion por VIH

. Ninos mayores de 18 meses: ELISA - Western Blot
. Ninos menores de 18 meses: Determinacion Cualitativa
ADN proviral
ARN viral

Seguimiento de Niios infectados

. Carga Viral : n° de copias de ARN v/ ml
Inicio de tratamiento

Evaluacion de tratamiento

Cambios de tratamiento

*Estudio de Resistencia a drogas antirretrovirales



Distribucién mundial de nifios y adultos
viviendo con VIH
Principales vias de transmisién por regidn.
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Total: 33 (30 - 36,0) millones

Datos ONUSIDA 2008

HSex: Heterosexual, HSH: hombres que tienen relaciones sexuales con hombres, UDI: Usuarios de Drogas Inyectables.



N° DE PERSONAS INFECTADAS
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Epidemia de VIH en Uruguay

DISTRIBUCION ACUMULADA DE PERSONAS VIVIENDO CON VIH

Y PERSONAS CON SIDA
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Informe Epidemiologico VIH/SIDA _ 31/12/08
Sector ITS/VIH-SIDA- Ministerio de Salud Publica



Epidemia de VIH en Uruguay

v En relacién al analisis geogréfico,
los departamentos de Montevideo y Maldonado, presentan

las tasas mas altas de infecciéon /100.000 habitantes, siguiéndole
Rocha, Rivera, Artigas.

v En relacién al sexo
65,5 % poblaciéon de varones
34,0% poblaciéon de mujeres
No indicado sexo: 0,5%

v En relacién a la edad

Edad de maxima incidencia entre 15 y 34 anos,
aunque afecta a todos los grupos etarios.

Informe Epidemiologico VIH/SIDA _7/2009
Sector ITS/VIH-SIDA- Ministerio de Salud Publica



Mecanismos de Transmisiéon VIH
en Uruguay

HSex : 67,50%
HSH: 12,60%
Bis: 11,70%
TSH: 4,3%
TSM: 3,90%

SEXUAL 68%
NO PRECISADA 10,5%

VERTICAL 2,5%

SANGUINEA 19%
(UDI: 98,90%)

Informe Epidemiologico VIH/SIDA _31/12/08
Sector ITS/VIH-SIDA- Ministerio de Salud Publica



Uno de los riesgos de ésta epidemia
es el Silencio

Rompamos el silencio y derribemos
os obstaculos que impiden una
prevencion y atencion del VIH/SIDA
ficaces.
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